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[0001] Die Erfindung betrifft pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame Mittel, die durch 
Umwandlung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Mikro- und Nanopartikel 
gewonnen wurden und vorzugsweise einen mittleren Durchmesser von 10 nm bis 10 fim 
besitzen. Mogliche Anwendungsgebiete sind die Medizin, die Herstellung von Kosmetika 
1 0 oder die Nahrungsmittelherstellung. 

[0002] Marine Lebewesen, insbesondere Mikro- und Makroalgen, marine Pilze 
(Thraustochytriden) und marine Bakterien, zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an 
Lipiden und eine spezifische Lipidzusammensetzung aus (Lindequist,U. and Th. Schweder: 
15 Marine Biotechnology, in: Biotechnology. 2. ed., Ed. H.-J.Rehm Wiley- VCH Weinheim 
2001, pp. 442-473). 

[0003] So konnen z.B. Mikroalgen unter wachstumslimitierten Bedingungen, besonders unter 
N-Limitierung, bis zu 70 % des assimilierten Kohlenstoffs als energetisch effiziente Lipide 
speichem. Gehalt und Zusammensetzung der Lipide kSnnen durch die 

20 Wachstumsbedingungen beeinflusst werden. Wahrend hohere Pflanzen vorwiegend Lipide 
mit relativ kurzkettigen Fettsauren (C12-C18) und einer geringen Anzahl von 
Doppelbindungen (bis CI 8:3) produzieren, ist die Variabilitat der von marinen Organismen 
gebildeten Fettsauren ungleich hoher. Algen synthetisieren zahlreiche mehrfach ungesattigte 
C16-C22-Fettsauren, z.B. LinolsSure (C18:2), LinolensSure (C18:3), Arachidonsaure (C20:4), 

25 Eicosapentaensaure (EPA, C20:5) und DocosahexaensSure (DHA, C22:6) (Pohl,P. und 
F.Zurheide: Fatty acids and lipids of marine algae and the control of their biosynthesis by 
environmental factors. In: Marine Algae in Pharmaceutical Science. Ed. H.A.Hoppe, 
T.Levring, Y.Tanaka, Walter de Gruyter New York, 1979, pp. 473-523; Roessler,P.G.: 
Environmental control of glycerolipid metabolism in microalgae: commercial implications 

30 and future research directions. J. Phycology 26, 393-399, 1990; Puis, O.: Biotechnology with 
cyanobacteria and microalgae, in: Biotechnology, 2. ed., Ed. H.-J.Rehm Wiley-VCH 
Weinheim 2001, pp. 105-136, Servel,M.O., C.Claire, A.Derrien, L.Ciffard, Y.DeRoeck- 
Holtzhauer: Fatty acid composition of some marine microalgae. Phytochemistry 36, 691-693, 
1994). Die heterotrophe Mikroalge Cryptecodinium cohnii kann bis zu 13 % ihrer Zellmasse 

35 als Lipide mit 36-43% DHA bilden (DeSwaaf, M.E., DeRijk, T.C., Eggink, G., Sijtsma, L.: 
Optimisation of docosahexaenoic acid production in batch cultivations by Crypthecodinium 
cohnii. J. Biotech. 70, 185 - 192, 1999). 




[0004J Thraustochytriden sind pilzliche Protisten, die bis zu 50 % ihrer Lipide als DHA 
produzieren und im Cytoplasma in Form von Oltropfen ablagem (Lewis, I.E., Nichols, P.D., 
McMeekin, T.A.: The biotechnological potential of thraustochytrids. Mar. Biotechnol. 1, 580 
-587 1999). 
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[0005] Marine Bakterien inkorporieren im Gegensatz dazu die polyungesattigten FettsSuren 
in Membranphospholipide. Der Gehalt an EPA in den Gesamtlipiden von Colwellia 
psychrerythrea liegt bei 6-7 % (Bowman, J.P., Gosink, J.J., McCammon,S.A., Lewis,T.T., 
Nichols,D.S., Skerratt, J.H., Rea, S.M., McMeekin, T.A.: Colwellia demingae sp. nov., 
10 Colwellia homerae sp. nov., Colwellia rossensis sp. nov. and Colwellia psychrotropica sp. 
nov.: psychrophilic Antarctic species with the ability to synthesise docosahexaenoic acid 
(22:6 n-3), Int. J. Syst. Bacteriol. 48, 1171 - 1180, 1997). 

[0006] Linol- (Z,Z-9,12-Octadecadiensaure) und LinolensSure (Z,Z,Z-9,12,15-Octadecatrien- 
saure) sind als essentielle Fettsauren fur die menschliche Emahrung unersetzlich. 

15 Aiachidonsaure (5,8,1 1,14-Eicosatetraensaure) ist Vorstufe der physiologisch wichtigen 
Eicosanoide. EPA und DHA (Omega-3-Fettsauren) sind nicht nur fiir die fiuhkindliche 
Gehimentwicklung notwendig, sondem besitzen auch prophylaktischen/therapeutischen 
Nutzen bei Herz-Kreislauf-Krankheiten, rheumatischen Erkrankungen, chronisch- 
entzundlichen Darmerkrankungen, Neurodermitis, Psoriasis und AUergien. Es wurde z.B. 

20 nachgewiesen, dass das Sterberisiko von Patienten nach einem bereits erlittenen Herzinfarkt 
durch tagliche Einnahme von Omega-3-Fettsauren signifikant emiedrigt wird (GISSI-Studie). 
Von besonderem Interesse sind strukturell ungewohnliche Fettsauren, die fiber weitere 
biologische Eigenschaften verfugen. Die Hydroxyfettsauren CoriolsSure (13-HODE Z,E) und 
Dimorphecolsaure (9-HODE E,Z), die aus einer Oscillatoria-Art isoliert wurden, zeichnen 

25 sich ebenso wie Linolensaure durch antibakterielle Aktivitat aus (Kreitlow,S.: Dissertation 
Greifswald 2000). 

[0007] Zusatzlich zu den Fettsauren sind die marinen Organismen auch durch ihren Reichtum 
an Proteinen, Vitaminen und Mineralstoffen fur Emahrung, Kosmetik und Medizin von 
Interesse [Lindequist,U. and Th. Schweder: Marine Biotechnology, in: Biotechnology. 2. ed., 
30 Ed. H..J.Rehm Wiley-VCH Weinheim 2001, pp. 442-473; Puis, O.: Biotechnology with 
cyanobacteria and microalgae, in: Biotechnology, 2. ed., Ed. H.-J.Rehm Wiley-VCH 
Weinheim 2001, pp. 105-136, Becker, Microalgae:Biotechnology and Microbiology, 
Cambridge, 1994; K6hler, Kurth, Pulz, Spirulina platensis-an microalgal additiv for 
cosmetics, Biotechnology for Microalgae, 1997). 
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[0008] Die Herstellung und Anwendung von Extrakten aus Algen und die Anwendung von 
Algenbiomasse in den Bereichen Emahrung, Kosmetik und Medizin ist aus der Patentliteratur 



bekannt (z. B. US 4,320,050 A, IL 59766, DE 100 59 107 Al). Auch wurden spezielle 
Kombinationen von Fibrillin mit Blaualgenextrakten in der Kosmetik und Medizin 
beschrieben (WO 01/07006 A 1). Weitere Patente beziehen sich auf die Produktion von 
polyungesattigten Fettsauren durch marine Organismen (z.B. Barclay, W.R. (1992) Process 
for the heterotrophic production of microbial oils with high concentrations of omega-3 highly 
unsaturated fatty acids, U.S. Patent 5,130,242 A; Barclay, W.R. (1994) Process for growing 
Thraustochytrium and Schizochyrium using non-chloride salts to produce a micro-floral 
biomass having omega-3 highly unsaturated fatty acids, U.S. Patent 5,340,742 A). 

[0009] Die Verwendung der lipidhaltigen Biomasse von marinen Organismen als 
Wirkstofftrager wurde bisher nicht beschrieben. 

[0010] Bei der Herstellung von Nano- und Mikropartikehi sind verschiedene 
Herstellungsverfahren auf Basis von Lipiden oder Polymeren bereits bekannt. So wurden 
bereits Verfahren zur Herstellung von Lipid-Mikropartikeln auf Basis von Phospholipiden 
beschrieben, die antimykotische Eigenschaften haben und im pharmazeutischen oder 
kosmetischen Bereich eingesetzt werden konnen (DE 69 00 2905 T2). Andere Verfahren 
beschreiben Lipidnanopartikel auf Basis von extrahierten Mono-, Di und Triglyceriden, Olen 
Oder Wachsen. Mit Hilfe dieser gewonnenen Lipide werden ebenfalls pharmazeutische 
Wirkstoffe verkapselt (WO 94/20072 Al). Weitere Lipidnanopartikel beschreiben Substanzen 
ebenfalls auf Basis von Lipiden zur parenteralen Anwendung (WO 98/56362 Al). Auch 
werden spezielle Techniken zur Herstellung von Lipidnanopartikeln vorgestellt (z. B. 
EP 0 526 666 A). Bisher sind in der Literatur jedoch keine lipidhaltigen Mikro- und 
Nanopartikel auf Basis mariner Organismen (Mikro- und Makroalgen, Thraustochytriden, 
marine Bakterien) imd deren Herstellung beschrieben worden. 

[0011] Staphylococcus aureus ist ein haufiger Kommensale. Etwa 30% der Bevolkerung sind 
dauerhafl symptomfrei mit S. aureus besiedeh Die haufige symptomfreie Besiedlung fiihrt zu 
einer oft unbemerkten Weiterverbreitung. 

[0012] Andererseits ist S. aureus auch ein haufiger Erreger schwerer Infektionen und von 
Sepsis, vor allem bei abwehrgeschwachten Patienten. 

[0013] Besorgniserregend ist die rasche Entwicklung multiresistenter S. aureus Stamme 
(MRSA). Auf Grund der Multiresistenz sind Infektionen mit MRSA therapeutisch schwer 
beherrschbar. 

[0014] Die Verbreitung der MRSA-Stamme ist bisher jedoch weitgehend auf die 
Krankenhauser beschrankt ist. Deshalb besteht unabhSngig von der Ersterkrankung bei 
Aufhahme in ein Krankenhaus eine groBe Gefahr. Etwa 10 % der aufgenommenen Patienten 



erkranken an nosokomialen Infektionen. Es wird mit 600 000 bis 800 000 Infektionen mit 
multiresistenten Erregem gerechnet, die im Krankenhaus erworben werden (Hyg. Med. 26 
(2001)183). Staphylokokken sind die wichtigsten Erreger, bei denen mit einem volligen 
Versagen der antibiotischen Therapie gerechnet wird. Eine Hautpflege, die der Besiedlung mit 
5 multiresistenten Keinem entgegenwirkt, kann bei der Aufhahme in ein Krankenhaus die 
Gefahr einer nosokomialen Infektion vermindem. Wenn nur ein Teil dieser Infektionen 
verhindem werden kann, ware dies ein groBer Erfolg. 

[0015] Zur Dekolonisation beim Auftreten von MRSA werden bisher bakterizid wirkende 
Substanzen eingesetzt. Dadurch wird auch die Standortflora abgetotet. Damit wird bei einer 
1 0 Neubesiedlung der Haut die Ansiedlung von MRSA sogar erleichtert. 

[0016] KuTzlich wurde bekannt, dass antimikrobielle Peptide die Haut vor einer invasiven 
bakteriellen Infektion schiitzen (V.Nizet, T. Ohtake, X. Lauth, J. Trowbridge, J, Rusdill, R.A. 
Dorschner, V. Pestonjamasp, J. Piraino, K. Huttner, R.L. Gallo: Innate antimicrobial peptide 

15 protects the skin from invasive bacterial infection. Nature 414, 454-457 (2001). Diese Peptide 
haben werden auf der Oberflache von Epithelzellen und in Neutrophilen gebildet und 
bewirken eine sehr fruhe Abwehr eingedrungener Erreger. Sie bewirken zellulSre Efifekte, die 
sich deutlich von der antibakteriellen AktivitSt in vitro unterscheiden. Der kritische erste 
Schritt einer Kausalkette, die letztendlich zu einer Infektion fuhrt, ist die Bindung von 

20 Adhasionen des Erregers an geeignete Rezeptoren auf der HautoberflSche. Die Adhasion wird 
in vielen Fallen eingeleitet durch Bindung von auf der Oberflache des Erregers ausgebildeten 
Proteinen an Kohlenhydrat-Rezeptoren des Wirts, daneben spielen auch Protein-Protein- 
Wechselwirkungen und Bindung von Polysachariden des Erregers an Rezeptoren auf der Haut 
eine RoUe (Relman D, Tuomanen E, Falkow S et al. Cell 1990; 61: 1375-1382; Kanbe T., 

25 Cutler JE. Infect Immun 1 994; 62: 1 662-1 668). 

[00171 Aufgabe der vorliegenden Erfmdung ist es daher, neue Wirkstoffe und Wirkstofftrager 
mit gegenUber dem Stand der Technik verbesserten Eigenschaften fur verschiedene Zwecke 
bereitzustellen. 

30 

[0018] Die Aufgabe wurde durch pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame Mittel aus 
marinen Organismen (Mikro- und Makroalgen, Thraustochytriden, marine Bakterien), die 
durch Unwandlung der Biomassen dieser Organismen in Mikro- und Nanopartikel erhalten 
wurden, gelOst. ErfindungsgemSB wurden Biomassen aus marinen Organismen (Mikro- und 
35 Makroalgen, Thraustochytriden, marine Bakterien) auf kostengUnstigem direktem Weg zu den 
neuartigen Substanzen mit speziellen Wirkungen umgesetzt. tJberraschenderweise hat sich 
herausgestellt, dass es gelungen ist, die gesundheitsfordemden Inhaltsstoffe der lipidhaltigen 



■t 



marinen Organismen besonders effizient zu nutzen und verschiedene Anwendungen zu 
ermoglichen, die mit den nativen Biomassen nicht erreicht werden konnen. 

[0019] Das erfmdungsgemaBe Verfahren fuhrt zu neuen, wertvollen Produkten, die auf 
5 bekannten Wegen nicht erreicht werden konnen und enthalt drei Altemativen: 

1. Homogenisationsverfahren 



Schema 1: Herstellungsprozess von wirkstoffbeladenen Algebiomassepartikeln 
1 0 (Homogenisationsprinzip) 



Algenbiomasse 


Arzneistoff 




Losen oder 


1 Schmelze wassrige Tensidlosung 




JJ, Ruhren (Rotor-Stator) JJ^ 




Dispersion 




Hochdruckhomogen JsJ' 






wirkstoffbeladene Algenbiomassepartikel 





[0020] Die lipidhaltigen marinen Mikroorganismen werden zunachst erwarmt, so dass eine 
30 Verflussigung der darin enthaltenen Fettsauren erreicht wird. In diese Biomasse werden ein 
oder mehrere Wirkstoffe (fest oder fliissig) hinzugegeben (Schema 1). Der Wirkstoff wird in 
den Fettsauren der Cyanobakterien bzw. der gesamten lipidhaltigen marinen 
Mikroorganismen suspendiert, dispergiert bzw. adsorbiert. Parallel dazu wird ein Tensid- 
Wasser-Gemisch hergestellt. Dieses Tensid-Wasser-Gemisch wird auf eine Temperatur 
35 oberhalb der Schmelztemperatur der Fettsauren erwarmt. Die beiden Phasen werden bei der 
gewahlten Temperatur vereint. AnschlieBend wird mit Hilfe eines Ruhrers (Rotor-Stator- 
Prinzip) oder mit Hilfe von Ultraschall eine Vorsuspension hergestellt. Die Vorsuspension 
wird danach mit Hilfe eines Hochdruckhomogenisators homogenisiert, wobei die Zahl der 
Homogenisationszyklen und der Arbeitsdruck nach der erwiinschten PartikelgroBe und 
40 Stabilitat der Zubereitung gewahlt werden. Zwischen den einzelnen Zyklen ist darauf zu 
achten, dass die Herstellungstemperatur inmier wieder eingestellt wird. Das Tensid dient zur 
Stabilisierung der Suspension. 
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[0021] Sollte es bei der Herstellung Probleme mit der Hohe der Temperatur (z. B. 
empfindliche Wirkstoffe) geben, so besteht die Moglichkeit, das gesamte Verfahren auch bei 
Raumtemperatur durchzufiihren. In diesem Falle wird das Verfahren in gleicher Weise, wie 
zuvor beschrieben, durchgefiihrt, wobei der Wirkstoff an den lipidhaltigen marinen 
5 Mikroorganismen adsorbiert oder bei Zusatz einer geringen Wassermenge dispergiert wird. 
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2. Losungsmittel-Homogenisations- Verfahren 

Schema 2: Herstellungsprozess von Biomassenpartikeln (LOsungsmittel-Homogenisations- 
Verfahren) 



Algenbiomasse 



Arzneistoff 



L6sen oder 



Gemisch aus Wirkstoff und Algenbiomasse in Losungsmittel 



Rfihren oder Ultraschall 



Vordispergierung 



Hochdmckhomo&e 



Dispergierungsverfahren 



Zusatz von 



Spriihtrocknung oder Gefriertrocknung, Rotationsverdampfung 



Redispergierung der Algenbiomassepartikel in wassriger Tensidlosung 



Ruhren Oder Ultraschall Jl^ 



Nachdispergierungsverfahren 



Hochdruckhomoee 



Enddispergierungsverfahren 



Wirkstoffbeladene Biomassepartikel 
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[0022] Die lipidhaltigen marinen Mikroorganismen und der Wirkstoff werden in einem 
verdampfbaren organischen Losungsmittel suspendiert. Danach wird dieses Gemisch 



7 



vordispergiert (Stator-Rotor-Prinzip oder Ultraschall), homogenisiert 
(Hochdruckhomogenisator) und anschliefiend spriihgetrocknet oder gefriergetrocknet 
(Schema 2). Beim Gefriertrocknen ist zu beachten, dass geeignete Kryoprotektoren eingesetzt 
werden. Es besteht dariiber hinaus auch die Moglichkeit, das organische Losungsmittel durch 
geeignete Verdampfer (z. B. Rotationsverdampfer) zu entfemen. Anschliefiend konnen die 
Partikel aus hpidhaltigen marinen Mikroorganismen in geeigneten wassrigen Tensid- 
Losungen redispergiert werden. Danach ist eine emeute Dispergierung (Stator-Rotor-Prinzip 
Oder Ultraschall) und Homogenisierung (Hochdruckhomogenisator) notwendig. 



10 



3. L6sungsmittel-Emulsions-Verfahren 



Schema 3: Herstellungsprozess nach dem LSsungsmittel-Emulsions-Verfahren 



15 



20 



25 



30 



35 



Algenbiomasse + Wirkstoff 



Emulgator 



Cotensid 



org. Losungsmittel 



Lds 



2af 



Losung 



wassrige Tensidlosung 



Rotor-Stator oder 



Emulsion 



Hochdmckhomogen 



Emulsion 



Losunesmittel 



Vakuumrotations- 



wirkstoffbeladene Algenbiomassepartikel 



[0023] Dieses Verfahren basiert auf der Bereitung einer Emulsion aus Wasser und einer 
40 Losung der Algenbiomasse-Wirkstoff in einem geeigneten organischen Losungsmittel 
(Schema 3). Dazu wird ein Emulgator zur Dispergierung des Algenbiomasse- Wirkstoffes 
eingesetzt. Emulgator und Algenbiomasse werden in einem geeigneten organischen 
Losungsmittel gelost. Zu dieser Losung wird eine wassrige Phase, die ein wasserlosliches 
Cotensid enthalt, hinzugefiigt. Danach wird dieses Gemisch vordispergiert (Stator-Rotor- 




Prinzip Oder Ultraschall). Nach einem Homogenisationsschritt mit Hilfe eines 
Hochdruckhomogenisators wird das organische Losungsmittel durch Verdampfen entfemt, 
wobei die Wirkstoff enthaltende Biomasse in Forai von festen Partikeln ausfSUt. 

5 [0024] Die Anwendung dieser Verfahren fuhrt zu neuartigen marinen Biomasse- Wirkstoff - 
Partikeln mit einem mittleren Durchmesser, der je nach Herstellungsart zwischen 10 nm und 
10 liegt. 

[0025] Die erfindungsgemaBen Mittel sind auch ohne die Zugabe von einem zusatzlichen 
10 Wirkstoff wirksam, weil durch das erfindungsgemafie Verfahren die Bestandteile der 
lipidhaltigen marinen Organismen besser verfUgbar gemacht werden. 
[0026] So war bereits liberraschend, dass durch das erfindungsgemafie Verfahren nicht 
bakterizid wirkende naturliche Substanzen, die Inhaltsstoffe von marinen Organismen sind, 
z.B. Norlichhexanthon, nun in vitro das Wachstum von MRSA hemmen. 
1 5 [0027] Aufierdem war iiberraschend, dass nicht bakterizid wirkende naturliche Wirkstoffe wie 
die in der Natur weit verbreiteten Ubichinonderivate oder hydroxylierte Aromaten, wie sie in 
verschiedenen marinen Pilzarten gefunden werden, durch das erfindxmgsgemafie Verfahren 
ebenfalls in vitro das Wachstum von MRSA hemmen. Ein Einsatz dieser an sich bekannten 
Stoffe zur Bekampfung von MRSA wurde bisher nicht beschrieben. Aufierdem ist bekannt, 
20 dass die genannten Naturstoffe auf der Haut Staphylokokken nicht in ausreichendem Mafie 
abteten. Durch das erfindungsgemafie Verfahren wurde somit ein synergistischer Effekt 
erreicht. 

[0028] Bei Ubertragungsversuchen von mit MRSA kontaminierter Haut (Donator) auf 
25 keimarme Haut (Akzeptor) hat sich uberraschenderweise gezeigt, dass eine Ubertragung von 
MRSA weitgehend vermieden werden kann, wenn die Haut vor der IJbertragung mit einem 
synergistisch wirkenden Kombination von Lipiden (als Bestandteile von marinen 
Organismen), Immunstimulantien, Radikalfangem und Xanthonen der allgemeinen Formel 
gepflegt wurde. Offensichtlich werden durch diese synergistische Kombination bereits sehr 
30 fhihe Stufen der Kausalkette von der Obertragung der pathogenen Mikroorganismen bis zur 
Infektion gestOrt, so dass bereits die Ausbildung einer Kolonisation verhindert werden kann. 

[0029] Spezielle Eigenschaften werden erreicht, wenn in den nach Anspruch 1 hergestellten 
Mikro- und Nanopartikel Aggregate aus den lipidhaltigen marinen Organismen und 
35 Tonmineralien (Phytosilikate) enthalten sind. Spezielle Charakteristika dieser Mikro- und 
Nanopartikel sind ihre grofie OberflSche, ihr hohes lonenaustauschvermogen, ihre grofie 
Quellfdhigkeit und ihre Fahigkeit, in die Schichten der Silikatstruktur die unterschiedlichsten 




Wirkstoffe einzulagem. Uberraschenderweise wurde gefunden, dass die auf diese Weise 
hergestellten Aggregate das Zellwachstum deutlich begunstigen. 

[0030] Vorteilhaft ist insbesondere die Verwendung von Tonen, die in ihrer Kristallstruktur 
dem Bentonit entsprechen. Bentonit weist nicht nur einen sehr hohen Anteil von Partikeln mit 
5 einer Grofie < 2 jim auf, sondem besitzt auch eine hohe lonenaustausch Kapazitat von 0,76 
meq/g, eine extrem groBe spezifische Oberflache von 562 m^/g und den starksten Einfluss auf 
das Wachstum von Amnion-Epithelzellen. 

[0031] Eine besonders vorteilhafte Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Verwendung von 
lipidhaltigen marinen Organismen, die z.B. in Gegenwart von Tonmineralien kultiviert 
10 wurden. Aufgrund der grofien spezifischen Oberflache sind auf dieser Basis hergestellte 
Mikro- und Nanopartikel als Wirkstofftrager hervorragend geeignet, zumal die 
Wirkstoffabgabe durch den Anteil und die Zusammensetzung der mineralischen Komponente 
sehr gut gesteuert werden kann. 

15 [0032] Die vorgestellten Prinzipien sind geeignet, verschiedene pflegende Komponenten 
und/oder Mineralstoffe und/oder Radikalfanger und/oder Vitamine und/oder 
Nahrungserganzungsstoffe in Biomassen zu einzulagem. Auf diese Weise ist es mOglich, in 
der Kosmetik die wertvoUen Inhaltsstoffe der Algen wie Proteine, Mineralien und Vitaminen, 
mehrfach ungesattigte FettsSuren wie y-Linolensaure, Arachidons^ure, Eicosapentaensaure 

20 und DocosahexaensSure in besonders giinstiger Form zu nutzen. 

[0033] Gegenstand der Erfindung ist somit auch eine Zusammensetzung aus Biomassen 
mariner Organismen und Mineralstoffen und/oder Radikalfingem und/oder 
Nahrungserganzungsstofifen und/oder Vitaminen, msbesondere Vitamm C. 

25 [0034] Zusatzlich konnen erfindungsgemaB ein oder mehrere pharmazeutische oder 
kosmetische Wirkstoffe in die Mikro- und Nanopartikel inkorporiert werden. 
[0035] Als vorteilhaft hat sich der Zusatz von Xanthon (z.B. Norlichhexanthon) oder deren 
Derivaten und/oder Ubichinonen der Kettenlange n= 1 bis n = 15 und/oder anorganischen 
Thiocyanaten und/oder Hydrothiocyanaten organischer Basen und/oder 

30 Trihydroxybenzaldehyd oder dessen Derivaten erwiesen. 

[0036] ErfindungsgemaB kormen Biomassen mariner Organismen in Kombination mit 
Thiocyanaten und/oder Hydrothiocyanaten organischer Basen und/oder 
Trihydroxybenzaldehyd oder dessen Derivaten auch ohne die Umwandlung in Mikro- und 
Nanopartikel eingesetzt und als kosmetische bzw. pharmazeutische Mittel verwendet werden 

35 oder aber zur Herstellung pharmazeutischer und kosmetischer Mittel dienen. 




[0037] Die erfindungsgemaBe Herstellung hat den Vorteil, dass die Freisetzung der 
inkorporierten Substanzen durch Wahl der Temperatur, der Wirkstoffe, des Tonmineralanteils 
und der Tenside gesteuert werden kann. ErfindungsgemaB ist es vorteilhaft, die Teilchen in 
destilliertem Wasser oder in einem wassrigen Medium mit Zusatzen wie Elektrolyten, 
5 Polyonen, Mono-, Di- und Polysacchariden, Isotonisierungsmitteln, Puffersubstanzen, 
Gefnerschutzmitteln und Konservierungsmittel zu dispergieren. Um den erfindimgsgemafien 
Zweck zu erreichen, kann ein Zusatz von einem oder mehreren dispersionsstabilisierenden 
Substanzen notwendig sein. Eine vorteilhafte AusfUhrungsform ist dadurch gekennzeichnet, 
dass der Biomasse ein oder mehre Wirkstoffe, Vitamine oder Nahrungserg^nzungsstoffe in 

10 fester und/ oder fliissiger Form zugesetzt werden. ZweckmaBig ist es, die zugesetzten 
Wirkstoffe in den Fettsauren der Biomasse zu suspendieren, zu dispergieren oder zu 
adsorbieren. ErfindungsgemaB wird die Biomasse in einem weiteren Herstellungsschritt mit 
einem Tensid- Wasser-Gemisch vereinigt. ZweckmaBig ist es, zunSchst mit Hilfe eines 
Ruhrers (Rotor-Stator-Prinzip) oder mit Hilfe von Ultraschall eine Vorsuspension 

15 herzustellen. ErfindungsgemaB wird diese Vorsuspension danach mit Hilfe eines 
Hochdruckhomogenisators homogenisiert, wobei die Zahl der Homogenisationszyklen und 
der Arbeitsdruck nach.der dem erfinderischen Zweck entsprechenden PartikelgroBe und 
Stabilitat der Zubereitung gewShlt werden. 

[0038] Bei einem anderen, ebenfalls erfindungsgem^Ben Herstellungsverfahren werden 
20 Biomasse und Wirkstoffe in einem verdampfbaren organischen Ldsungsmittel suspendiert. 
Danach wird dieses Gemisch vordispergiert (Stator-Rotor-Prinzip oder Ultraschall) und 
homogenisiert (Hochdruckhomogenisator).AnschlieBend wird das L5simgsmittel durch 
Spruhtrocknung oder Gefriertrocknung oder mittels Rotationsverdampfer entfemt. Falls 
erforderlich, kann die Biomasse in geeigneten wSssrigen Tensid-LSsungen redispergiert und 
25 danach nachdispergiert (Stator-Rotor-Prinzip oder Ultraschall) imd anschlieBend 
homogenisiert (Hochdruckhomogenisator) werden. Falls erforderlich, kann ein Coemulgator 
bzw. ein Emulgator zur Dispergierung des Biomasse-Wirkstoffes-Mischung eingesetzt 
werden. 

30 [0039] Die nach den beschriebenen Verfahren hergestellten Mikro und Nanopartikel 
ermSglichen eine Verwendung auf den verschiedensten Gebieten. Oberraschenderweise zeigte 
sich eine deutlich bessere Bioverftigbarkeit der neuartigen Substanzen gegenuber den reinen 
Stoffen. Das ermoglicht die Verwendung der Partikel als pflegende Komponenten in 
kosmetischen Produkten allein oder in Kombination mit anderen Pflegeprodukten. Die neuen 

35 Substanzen konnen problemlos in andere Pflegekomplexgrundlagen eingearbeitet werden Die 
erfindungsgem&Ben Formulierungen machen die Haut besonders geschmeidig und pflegen sie. 




Wie Fettemulsionen zeigen die Partikeln nur eine geringe systemische Toxizitat und kaum 
Zytotoxizitat. 

[0040] VoUig uberraschend wurde gefunden, dass Extrakte der Biomasse antibakterielle 
5 Effekte zeigen und in vitro sogar das Wachstum der multiresistenten Staphylokokken deutlich 
reduzierten. Nach Umwandlung in Mikro- und Nanopartikel unterstutzen die InhaltstofFe der 
marinen Organismen die naturliche Abwehrbarriere der Haut. Die Bindung einer pathogenen 
Mikrobe an einen Rezeptor des Wirtes ist der kritische fruhe Schritt in einer Entwicklung zu 
einer Kolonisation bzw. Infektion. Bereits dieser fruhe Schritt kann fiberraschenderweise 
1 0 durch die erfindungsgemaBen Formulierungen beeinflusst werden. 

[0041] Die vorliegende Erfindung ennoglicht erstmals die Verwendung lipidhaltiger mariner 
Organismen als WirkstofftrSger, z.B. fiir Antibiotika. 

15 [0042] Die Erfindung erlaubt die Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner 
Organismen in Form von Mikro- und Nanopartikehi als phannazeutisch oder kosmetisch 
wirksame Mittel sowie als Nahrungsmittelzusatze. Die Verwendung der lipidhaltigen marinen 
Organismen in Form von Mikro- und Nanopartikeln zur Herstellxmg von Kosmetika oder 
Arzneimitteln oder Nahrungsmitteln, auch von diatischen Erzeugnissen ist mQglich. Eine 

20 Kombination mit anderen Kosmetika oder Arzneimitteln ist ebenfalls praktikabel. 

[0043] Die Erfindung kann die Verhinderung der Bindung von nosokomial bedeutsamen 
Anflugkeimen an Rezeptoren auf der Haut oder Geweben und/oder zur Verhinderung ihres 
Wachstums auf der Haut oder Geweben verwendet werden. Als besonders wirksam hat sich 
25 eine Kombination von Biomassen mariner Organismen mit Vitaminen, insbesondere mit 
Vitamin C erwiesen. 

[0044] Die erfindungsgemafie Verwendung schlieBt auch die Prophylaxe nosokomialer 
Infelctionen ein und eignet sich besonders zur Hemmung von Staphylokokken, insbesondere 
30 MRSA (multiresistenter Staphylococcus aureus Stamme), zur Sanierung von mit MRSA 
kontaminierter Haut. 

[0045] Ein besonders wirksames Hautpflegemittel wurde dadurch erhalten, dass als 
Wirkstoffe Xanthonderivate der Formel 
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zugegeben werden, wobei R1-R8 in Tabelle 1 aufgeftihrten Substituenten sein koiinen. 
Tabellel: 

H, OH. OMe. OAc ~ 



Me. Ac, CH2OH. CHO, CF3, COOH. COOMe. CN. CONH2 

CI, F. NO2. NH2. NHAc. NMe2 

[0046] Als Radikalfinger kSnnen zusatzlich Tocopherole und /oder Benzochinone der 
allgemeinen Fonnel 2 mit der Kettenlange n= 1 bis n = 15 enthalten sein, mit den Resten Rl- 
R3, wobei Rl, R2 und R3 WasserstofF, Halogen, Alkyl- oder Alkoxygruppe, R4 als 
isoptenoide Seitenkette mit 1 bis 10 isoprenoiden Einheiten X oder als aliphatische 
Seitenkette mit 1 bis 10 CH3- Gruppen (Formel 3). 





r 



Formel 2 



Fonnel 3 



[0047] Die erfindungsgemaBen Mittel konnen Dihydroxybenzaldehyd oder dessen Derivate 
des mit der allgemeinen Formel 4 enthalten, mit den Resten Rl, R2, R3, R4 und R5 als 
Wasserstoff, Halogen, Alkyl -oder Alkangruppen. 
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R1 




(5 




R3 



R4 



Formel 4 



[0048] Zahlreiche lipidhaltige marine Organismen enthalten Substanzen, die als unspezifische 
Immunstimulantien wirken konnen, d. h. sie stimulieren Leukozyten und wirken als 
Aktivatoren des retikoloendothelialen Systems. Nach der erfindungsgemaBen Umwandlung 
der Biomasse dieser Organismen in Mikro- oder Nanopartikel ermoglichen diese Inhaltstoffe 
weitere Anwendungen. Vorteilhaft ist beispielsweise ein Einsatz in Abdeckmaterialien zur 
Wundversorgung. ErfindungsgemaB mit Antibiotika dotierte Mikro- und Nanopartikel 
erlauben eine gesteuerte Freisetzung der antimikrobiellen Wirkstoffe und eine gleichzeitige 
Immunstimulation. Vorteilhafterweise kSnnen diese Mikro- und Nanopartikel zusatzlich mit 
anorganischen Thiocyanaten oder Hydrothiocyanaten organischer Basen dotiert werden. 

[0049] ErfindungsgemaB konnen die Mikro-und Nanopartikel auch zusatzlich DNA enthalten 
und gestatten somit ihre Verwendung fur einen Gentransfer. 

[0050] Neben der Anwendung in kosmetischen Produkten smd auch Anwendungen im 
diatischen und lebensmitteltechnologischen Bereich erfindungsgemaB. Der groBe Reichtum 
lipophiler mariner Organismen an wertvollen Inhaltsstoffen ermoglicht nach 
erfindungsgemaBer Umwandlung zu Mikro- und Nanopartikel eine gezielte Substituierung 
von Mangelzustanden. Fette, Vitamine, Mineralstoffe und andere wertvoUe Inhaltsstoffe der 
marmen Organismen konnen nach Umwandlung in Mikro- und Nanopartikel durch den 
Saugetierorganismus besser genutzt werden. Eine Anreicherung mit 
Nahrungserganzungsstoffen ist bei Anwendung der erfindungsgemaBen Verfahren problemlos 
moglich. Folgende Gruppen mariner Organismen verfugen uber Inhaltsstoffe, die nur in 
diesen in geeigneter Zusammensetzung und Konzentration vorkommen und die fiber die 
erfindungsgemaBe Umwandlung in Mikro- und Nanopartikel einer Nutzung zugefohrt werden 
konnen: 
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- *Cyanobakterien der Klasse Oscillatoriales, insbesondere die Stamme SPH 03, SPH 04, 
SPH 05, SPH 06, SPH 09, SPH 10, SPH 1 1, SPH 12, SPH 13, SPH 14, SPH 20, SPH 21, SPH 
22, SPH 23, SPH 25, SPH 26, SPH 29, SPH 32, SPH 34, SPH 37. 

- *Cyanobakterien der Klasse Nostocales, insbesondere die Stamme SPH 18, SPH 20, SPH 
5 27, SPH 28, SPH 38 

- *Cyanobakterien der Klasse Chroococcales unter besonderer Beriicksichtigung der 
Stamme SPH 07a, SPH 07b, SPH 08, SPH 14, SPH 16, SPH 17, SPH 24, SPH 33, SPH 36, 
SPH 39, SPH 40, SPH 43 und der Klasse Stigonematales 

- *Makroalgen der Gattungen Asparagopsis, Cystoseira, Codium, Dictyota, Diclyopteris, 
10 Enteromorpha, Fucus, Gelidium, Gracilaria, Gracilariopsis, Halopteris, Hypoglossum, 

Laurencia, Plocamixmi, Polyneura, Sargassum, Solieria, Ulva 

- *Thraustochytriden der Gattungen Schizochytrium und Thraustochytrium 

- *marine Bakterien der Gattungen Photobacterium, Shewanella und Colwellia. 

15 [0051] Besonders vorteilhaft ist, dass die Partikel mittels Ruhrwerken (Rotor-Stator-Prinzip) 
und Hochdruckhomogenisation hergestellt werden konnen, die seit Jahrzehnten zur 
Herstellung von Fettemulsionen zur parenteralen Emahrung genutzt und daher fiir eine 
Produktion von Biomassepartikeln in industriellem MaBstab zur Verfiigung stehen. Sie sind 
von den staatlichen Behdrden zur Herstellung von Parenteralia akzeptiert und bedtirfen daher 

20 keiner neuen aufwendigen Zulassungsverfahren. 

[0052] Die erfindimgsgem^Be Umwandlung von Biomassen aus lipidhaltigen marinen 
Organismen ermoglich daruber hinaus weitere Anwendungen. Die Lipide binden an 
Kunststoffoberflachen. Das ermoglicht den Einsatz der erfindungsgemSB dotierten Mikro- 

25 und Nanopartikel lipidhaltiger mariner Organismen in Slow-release-Systemen zur Pravention 
implantat-assoziierter Infektionen, vorzugsweise von katheter-assoziierten Infektionen. Die 
feste Biomatrix ermoglicht den Schutz des inkorporierten Wirkstoffs vor chemischer 
Zersetzung und eine verzogerte Freigabe des Pharmakons. Durch Wahl geeigneter Tenside 
und Wirkstoffe ist aber auch eine beschleunigte Freisetzxmg der Wirkstoffe von der 

30 Partikeloberflache mOglich, wenn diese an der Oberflache gelagert werden, so dass eine 
gesteuerte WirkstofffreigabeerfindungsgemaB ist. Das erfindungsgemaBe Verfahren 
ermSglicht die Sterilisation von mit den erfindungsgemaBen Mikro- und Nanopartikeln 
dotierten Materialien. 

35 [0053] Im Gegensatz zu Polymemanopartikeln sind die neuartigen Partikeln aus mariner 
Biomasse biologisch abbaubar. 



• . ,3 • 

'f 



[0054] Die Merkmale der Erfindung gehen aus den Elementen der Anspriiche und aus der 
Beschreibung hervor, wobei sowohl einzelne Merkmale als auch mehrere in Form von 
Kombinationen vorteilhafte Ausfuhrungen darstellen, fur die mit dieser Schrift Schutz 
beantragt wird. 

[0055] Das Wesen der Erfindung besteht aus einer Kombination aus belcannten (Biomassen 
aus lipidhaltigen marinen Organismen) und neuen Elementen (der Umwandlung der 
Biomassen in Mikro- bzw. Nanopartikel), die sich gegenseitig beeinflussen und in ihrer neuen 
Gesamtwirkung einen Gebrauchsvorteil und den erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, 
dass erstmals Wirkstofftrager auf der Basis von lipidhaltigen marinen Mikroorganismen 
bereitgestellt werden konnten, dass Inhaltsstoffe dieser Organismen bioverfilgbar wurden, 
dass StofFe, die bislang nicht pharmazeutisch wirksam waren nun neue Eigenschaften haben 
und dass die Freisetzung der inkorporierten Substanzen durch Wahl der Temperatur, der 
Wirkstoffe, des Toimiineralanteils und der Tenside gesteuert werden kann. 

[0056] Die Erfindung soil anhand von Ausfuhrungsbeispielen erlautert werden, ohne auf 
diese Beispiele beschrankt zu sein. 

Ausfuhrungsbeispiele 

Beispiel 1 : Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln aus Biomasse von Cvanobakterien der 
Ordnung Chrooccocales. 

Es wurden Cyanobakterien des Stammes B 30 eingesetzt, der als Eigenisolation aus dem 
Jasmunder Bodden (Ostsee) gewonnen wurde. Extrakte unterschiedlicher Polaritat aus diesem 
Stanrni zeigten in Screening-Test keine antimikrobielle Wirksamkeit 



Tabelle 2: Rezeptur der Biomasse B 30- Vitamin C - Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Biomasse 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0057] Die Biomasse wird auf eine Temperatur von 50®C erwarmt. Davon getrennt wird eine 
wassrige Emulgatorlosung auf die entsprechende Temperatur (SO^^C) erwarmt. Danach 
werden beide Phasen bei der gewunschten Homogenisierungstemperatur vereint. Dann wird 



das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG 
(Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute 
und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird danach mit einem 
Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Lubeck) bei einem 
5 Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50®C vier mal homogenisiert. 

Beispiel 2: Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln mit Vitamin C aus Biomasse von 
Cvanobakterien der Ordnung Chrooccocales. 

10 Es wurden Cyanobakterien des Stammes B 30 eingesetzt, der als Eigenisolation aus dem 
Jasmunder Bodden(Ostsee) gewonnen wurde. Extrakte unterschiedlicher Polaritat aus diesem 
Stanrni zeigten in Screening-Test keine antimikrobielle Wirksamkeit. 



Tabelle 3: Rezeptur der Biomasse B 30- Vitamin C - Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Biomasse 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Vitamin C 


5 


Homogenisationszyklen 


4 



15 

[0058] AnschlieBend wurden in die Biomasse 5 g Vitamin C eingearbeitet Davon getrennt 
wird eine wassrige Emulgatorlosung auf die entsprechende Temperatur (50°C) erwarmt. 
Danach werden beide Phasen bei der gewilnschten Homogenisiemngstemperatur vereint. Das 
Gemisch wird mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG 

20 (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute 
und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird danach mit einem 
Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Lubeck) bei einem 
Druck von 500 bar und einer Temperatur von SO'^C vier mal homogenisiert. 
[0059] Die beiden Mikro- und Nanopartikeln B30 und Vitamin C wurden miteinander 

25 gemischt. 

Beispiel 3: Herstellung von Mikro-und Nanopartikeln aus Biomasse von Cvanobakterien der 
Gattung Spirulina. 



30 Es wurden Cyanobakterien der kommerziell verfiigbaren Gattung Spirulina eingesetzt. 



Tabelle 4: Rezeptur der Spirulina - Mikro-und Nanopartikeln 



Stoff 


Men&e in & 


Biomasse 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0060] Die Biomasse wird bei einer Temperatur von 25^C in eine wassrige EmulgatorlSsung 
dispergiert. AnschlieBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke 
und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 
Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird 
danach mit einem Kolbenspalt - Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, 
Lubeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C vier mal 
homogenisiert. 

Beispiel 4: Herstellung von Mikro-und Nanopartikeln aus Biomasse von Cvanobakterien der 
Gattung: Oscillatoria 

[0061] Es wurden Cyanobakterien die Art Oscillatoria redekei HUB 051 eingesetzt. 



Tabelle 5: Rezeptur der Oscillatoria redekei HUB 051 - Partikel 



stoff 


Menge in g 


Biomasse 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0062] Die Biomasse wird bei einer Temperatur von 25^C in eine wassrige Emulgatorlosung 
dispergiert. Anschliefiend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke 
imd Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 
Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird 
danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, 
Lubeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C vier mal 
homogenisiert. 




Beispiel 5: Herstellung von Mikro-und Nanopartikeln aus Biomasse von Cvanobakterien der 
Ordnunp Nostocales 

[0063] Es wurden Cyanobakterien der Ordnung Nostocales eingesetzt. 



Tabelle 6 : Rezeptur der Nostocales - Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Biomasse 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0064] Die Biomasse Avird bei einer Temperatur von 25°C in eine wassrige EmulgatorlSsung 
dispergiert. AnschlieBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke 
und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgienmgsprozess bei 8000 
Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird 
danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, 
Lfibeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C vier mal 
homogenisiert. 

Beispiel 6: Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln aus Biomasse von Cvanobakterien der 
Ordnung Chrooccocales mit Vitamin C nach dem Losunpsmittelverfahren 

[0065] Als Biomasse wurde der im Beispiel 1 beschriebene Stanmi B 30 eingesetzt. 



Tabelle 7: (Losungsmittelverfahren) 



Wasser 


45,00 g gereinigtes, filtriertes Wasser 


organisches Ldsungsmittel 


25 ml n-Hexan 


Biomasse 


0,5 g Chrooccocales-Cyanobakterien 


Vitamin 


5 g Vitamin C 


Tensid 


0,5 g Plantacare 



[0066] Zunachst wird die Biomasse in n-Hexan gelost, wobei die Lipide aus der Biomasse 
gelost werden. Die Biomasse wird ca. 3 Stunden in dem Losungsmittel geriihrt. AnschlieBend 
wird das Losungsmittel mittels eines Rotationsverdampfer abgezogen. Dabei bildet sich eine 
Lipidschicht an der Kolbenoberflache. Zur Redispergierung wird eine Vitamin C- haltige 
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Losung benotigt: Vitamin C wird in eine Plantacare-Losung gebacht und nach einem 90 
sekundigen Dispergiervorgang 4 mal homogenisiert. Die entstehende Vitamin C-haltige 
Losung wird in den Kolben mit der Lipidschicht gebracht. Die Lipidschicht lost sich bei der 
anschliefienden Rotation des Kolbens und bildet dadurch verkapselte Mikro- und 
5 Nanopartikeln. Die Rotation dauert zirka 10 Stunden bei einer Temperatur von 40 ^ C. 

Beispiel 7; Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln aus Biomasse -Norlichexanthon 



Tabelle 8: Rezeptur der Biomasse- Norlichexanthon- Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Wirkstoff (Norlichexanthon) 


0,05 


Biomasse (Cyanobakterien- Spirulina) 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



10 

[0067] Die Biomasse wird auf eine Temperatur von 50^C erwarmt und anschliefiend der 
verwendete marine Wirkstoff Norlichexanthon darin dispergiert bzw. gelost. Davon getrennt 
wird eine wassrige Emulgatorlosung auf die entsprechende Temperatur (50°C) erwarmt. 
Danach werden beide Phasen bei der gewunschten Homogenisierungstemperatur vereint. 

15 AnschlieBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke und Kunkel 
GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 
Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird 
danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, 
Lubeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C vier mal 

20 homogenisiert. 

Beispiel 8: Herstellung Mikro- und Nanopartikeln aus Biomasse - Vitamin E 



Tabelle 9: Rezeptur der Biomasse- Vitamin E- Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Wirkstoff Vitamin E 


0,05 


Biomasse (Cyanobakterien Spirulina) 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 




[0068] In die Biomasse wird das Vitamin E dispergiert. Davon getrennt wird eine wassrige 
Emulgatorlosung hergestellt. AnschlieBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax 
T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem 
5 Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden 
verarbeitet. Die Suspension wird danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator 
Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Lubeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur 
von 50°C vier mal homogenisiert. 

10 Beispiel 9; Herstellung Mikro- und Nanopartikeln aus Biomasse - Provitamin OlO 



Tabelle 10 Rezeptur der Biomasse-Provitamin QIO- Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Wirkstoff Provitamin QIO 


0,05 


Biomasse (Cyanobakterien -Spiralina) 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0069] In die Biomasse wird das Provitamin Q10_dispergiert. Davon getrennt wird eine 
15 wassrige Emulgatorlosung hergestellt. AnschlieBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra 
Turrax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem 
Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden 
verarbeitet. Die Suspension wird danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator 
Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Lfibeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur 
20 von 50°C vier mal homogenisiert. 

Beispiel 10: Testung von Mikro- und Nanopartikeln ..Biomasse B30A^itamin C" hergestellt 
nach Beispiel 1 und 2 am Tiermodell (KuheuterzitzeY 

25 [0070] Die beiden Substanzen wurden 1 : 1 miteinander gemischt. 
Methodik: 

[0071] Eine Stunde nach Totung der Kuh wurden die Euterzitzen verarbeitet. Die Zitzen 
wurden von der Fettschicht befreit. Danach wurden die Zitzen auf Metallstabe entsprechender 
GrSBe gesteckt und mit Schellen befestigt. Die Zitzen wurden mit 70%igem Alkohol 
30 abgerieben. 20 jil Testsubstanz wurde aufpipettiert und mit einem Glasspatel verrieben, und 
bei Raumtemperatur 30-45 Minuten getrocknet. Die Kontamination erfolgte mit 10 \il des 
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Norddeutschen Stammes, MF 0,5 1:10 verdurmt. Nach Bebriitung bei SO'^C fur 1,5 Stunden 
wurden die Hautareale auf MuUer-Hinton Flatten ausgestrichen und bei 37^C inkubiert. 

Auswertung: 

5 [0072] Bei den KontroUen wurden ausschlieBlich Keimzahlen > 100 gefunden. Daraus 
wurden die mittlere Keimzahl n und die Streuung berechnet. 

[0073] Bei der Untersuchung der Zubereitungen wurden Keimzahlen zwischen 0 und 100 
gefunden. Daraus wurde die mittlere Keimzahl m auf der Basis der Poisson-Verteilung nach 
folgender Formel berechnet: m = In (Zahl der Proben ohne Keimnachweis/Gesamtzahl der 
10 Proben). 

Statistische Auswertung: 

[0074] Die Anzahl der Hautareale mit und ohne Keimnachweis fiir die KontroUe ohne 
Behandlung und nach Behandlung mit dem Testprodukt wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat- 
1 5 Testes auf Signifikanz gepriift. 
Ergebnisse 

[0075] Die Testung der Mikro- und Nanopartikeln, herstellt nach Beispiel 1) bewirkte am 
Hautmodell (Kuheuterzitze) eine ausgeprSgte Reduktion der Qbertragen Kontamination mit 
MRSA. Die Zahl der Wiederholungen am Kuheuterzitze betrug fur die imbehandelten 
20 KontroUen 163. Bei alien 163 Proben war S. aureus nachweisbar. Die mittlere Keimzahl 
betmg 759. Auch bei alien Proben, die mit WoUwachsalkoholsalbe behandelt waren, wurde S. 
aureus nachgewiesen. Nach Anwendung des Testprodukten waren 11 Hautareale mit 
Keimnachweis und 11 ohne Keimnachweis. Daraus errechnet sich eine im Mittel zu 
erwartende Keimzahl von 0,7 (Figur 1). Die Keimzahlreduktion ist hoch signifikant. 

25 

Beispiel 11 Testung von Mikro- und Nanopartikeln „Biomasse B30A^itamin C" hergestellt 
nach Beispiel 1 und 2 am Tiermodell Mauseohr 

Methodik 

30 [0076] Als Testmodell wurden Mauseohren verwendet. Die Donator-Tiere als 
Infektionsquelle blieben unbehandelt. Alczeptortiere wurde 3 Tage einmal tSglich mit 
„Biomasse B30A^itamin C" hergestellt nach Beispiel 1 behandelt.Dazu wurden 10 ^1 
Testsubstanz wurde au^ipettiert und mit einem Glasspatel verrieben, und bei 
Raumtemperatur getrocknet. Die Tiere wurden nach vier Tagen getStet. Die Kontamination 

35 der Donatortiere erfolgte mit 5 jil des Norddeutschen Stammes, MF 0,5 1:10 verdiinnt. Dazu 
wurde ein unbehandeltes Ohr kontaminiert und danach 90 Minuten bei 30 bebriitet. Die 
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mit Biomasse behandelten Ohren wurden auf entsprechende Stempel aufgezogen. Mit Druck 
wurden die kontaminierten Ohren auf die auf die unbehandelten Ohren 10 Sekunden gepresst. 
[0078] Nach Bebriitung bei 30°C fiir 1,5 Stunden wurden die Hautareale der Akzeptor-Ohren 
auf Muller- Hinton Flatten ausgestrichen und bei 3TC inkubiert. 
Auswertung: 

[0079] Die Auswertung und statistische Sicherung erfolgte wie im Beispiel 9 beschrieben. 
Ergebnisse: 

[0080] Die Testung der Mikro- und Nanopartikeln, hergestellt nach Beispiel 1 und 2, zeigte 
auch im Donator-Akzeptor-Versuch, mit dem die Infektionsfibertragung mittels Hautkontakt 
simuliert wurde , eine signifikante Reduktion der ubertragenen Keime. 
[0081] Die Zahl der Wiederholungen am Mauseohr betrug fiir die unbehandelten KontroUen 
163, dabei wurde auf Hautarealen Keimwachstum nachgewiesen. Bei Vorbehandlung mit der 
Zubereitung nach Beispiel 1 und 2 wurden 12 Hautareale mit und 5 ohne Keimnachweis. 
Daraus ergibt sich, das nach einer entsprechenden Vorbehandlung im Mittel nur noch 1,2 
Keime/cm^ zu erwarten sind (Figur 2). 

Beispiel 12 Testung von Mikro- und Nanopartikeln ^Biomasse BSOA^itamin C" hergestellt 
nach Beispiel 1 und 2 am HSngebauchschwein 

Methodik: 

[0082] Fiir die Testung stand ein Hangebauchschwein zur Verfiigung. 2 Stunden nach Totung 
des Tieres wurde von der Bauchunterseiten, in Nahe der Zitzen Haut herausgeschnitten, die 
Fettschicht weitestgehend entfemt und in Stucke geschnitten. Diese wurde auf Vorrichtungen 
gespannt, so dass ca. Icm^ zur Bearbeitung zur Verfiigung stand. Diese Hautflachen wurden 
rasiert bzw. die Borsten mit der Schere abgeschnitten und anschliefiend 2 x mit 70% Ethanol 
abgerieben. 20 ^1 Testsubstanz wurden aufgebracht und 45 min inkubiert. Die Kontamination 
erfolgte mit 10 ^l des Norddeutschen Stammes, MF 0,5 1:10 verdOnnt. Nach Bebriitung bei 
30^C fiir 1,5 Stunden wurden die Hautareale auf MUller Hinton Flatten ausgestrichen und bei 
37°C inkubiert. Nach der Bebriitung erfolgte die Auszahlung der Keime.. 

Ergebnis 

[0083] Trotz der vorgenommenen Hautdesinfektion waren auf dem Abstrich zahlreiche 
koagulasenegative apathogene Staphylokokken der normalen Hautflora des Schweins 
nachweisbar. Die koagulase positiven Staphyloccocus aureus-Stamme, mit denen die 
Kontamination vorgenommen worden war, waren bei der unbehandelten KontroUe ziahlreich 
neben S. epidermidis nachweisbar, bei der erfindungsgemaJ3 behandelten Tieren waren alle 
untersuchten Kolonien koagulase negativ. 
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Beispiel 13 Testunp von Mikro- und Nanopartikeln ,,Biomasse B30A^itamin C" hereestellt 
nach Beispiel 6 am Hautmodell nach Beispiel 10 

5 Ergebnis 

[0084] Die Zahl der Wiederholungen an der Kuheuterzitze betnig fiir die unbehandelten 
Kontrollen 158. Die Zahl der Hautareale mit Keimnachweis betrug nach Anwendung der 
Mikro- und Nanopartikel 2 und ohne Keimnachweis 4. Das bedeutet, dass nach Behandlung 
mit der erfindungsgemaBen Zubereitung nach Beispiel 5 im Mittel nur noch 0,4 Keime/cm^ zu 
10 envarten sind. Die Keimzahlreduktion ist im Chi-Quadrat-Test hoch signifikant. 

Beispiel 14 Testung von Mikro- und Nanopartikehi ,,Biomasse BBOA/^itamin C" hergestellt 
nach Beispiel 6 am Hautmodell nach Beispiel 1 1 

IS Ergebnisse: 

[0085] Die Testung der Mikro- und Nanopartikeln, hergestellt nach Beispiel 6, zeigte im 
Donator-Akzeptor-Versuch, mit dem die Infektionsubertragung mittels Hautkontakt simuliert 
wurde , eine signifikante Reduktion der ubertragenen Keime. Die Zahl der Hautareale mit 
Keimnachweis betrug 1 und ohne Keimnachweis 5. Daraus ergibt sich, dass nach der 
20 erfindungsgemaBen Vorbehandlung im Mittel nur noch 0,18 Keune beobachtet werden. Die 
Reduktion der ubertragenen Keime ist im Chi-Quadrat-Test hoch signifikant. 

Beispiel 15: Priifiing von Mikro- und Nanopartikeln. hergestellt nach den Beispielen am 
Hautmodell nach Beispiel 10 

25 

Ergebnisse 

[0086] Die Mikro- und Nanopartikeln Norlichexathon- Vitamin E-QIO 
(LSsungsmittelverfahren) wurden nach Beispiel 7, 8, 9 hergestellt und im Verhaltnis 1:1:1 
gemischt. Die Testung erfolgte nach dem in Beispiel 10 dargestellten Verfahren. 

30 

Ergebnis 

[0087] Die Anzahl der getesteten Zubereitungen mit der Norlichexanthon betnig 22. Die Zahl 
der Hautareale mit Kemmachweis betrug 19 und ohne Keimnachweis 3. Im Mittel sind nach 
Vorbehandlung mit erfindungsgemaBen Zubereitungen nach Beispiel 8 noch 2 Keime zu 
35 erwarten. 

Beispiel 16 Herstellung von Ubichinon 01 -Biomasse - Partikeln 
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Tabelle 10 Rezeptur der Ubichinon - Algenbiomasse - Partikeln 



Stoff 


Menge in g 


WirVcfnff n rhirViiTinn 0 1 ^ 

w irKoioH ^uuiuiiinoii K^i) 




Biotiiai!S6 Ocillatoria 


5 00 


redikei HUB051 




Emulgator (Plantacare 


0,05 


2000) 




Demineralisiertes 


45,00 


Wasser 




Homogenisationszyklen 


4 



5 [0088] Die Biomasse wird auf eine Temperatur von 50 °C erwamat und anschlieBend 
Ubichinon Ql darin dispergiert bzw. gelSst. Davon getrennt wird eine wassrige 
Emulgatorlosung auf die entsprechende Temperatur (50 °C) envSnnt. Danach werden beide 
Phasen bei der gewiinschten Homogenisierungstemperatur vereint. AnschlieBend wird das 
Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG 
10 (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute 
und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. 

[0089] Die Suspension wird danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron 
Lab 40 (APV-Gaulin, Lubeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50 °C 
vier mal homogenisiert. 

15 

Beispiel 17: Verhinderung der tFbertrapung von MRSA bei Hautkontakten mit der 
Zubereitunp nach Beispiel 15 

Methodik 

20 [0090] Fur die Versuche wurden Schwanze von Mausen aus keimfreier Haltung verwendet. 
Um jede Fremdkontamination auszuschliefien, wurde sie vor Versuchsbeginn fur 5 min in 70 
%igen Alkohol eingelegt und danach unter der Laminarbox getrocknet. 

[0091] Die Donatormauseschwanze als Infektionsquelle wurden durch Einlegen (30 s bis 4 
25 min) in eine verdiinnte MRSA.Kultur (Norddeutscher Stamm, MF-Standard 0,5 bzw. 0,3) 
kontaminiert und danach 24 h bei 37 °C bebrutet. Bei Abstrichen von diesen Donatoren 
wurden Keimzahlen > 100.000 nachgewiesen. 
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[0092] In die Mauseschwanze, die den empfanglichen Organismus simulieren (Akzeptoren) 
wurden die Versuchssubstanzen zweimal tSglich einmassiert. 

5 [0093] Die Infektionsiibertragung vom Donator zum Akzeptor erfolgte durcli Hautkontakt mit 
den Donatoren fur 30 s bis 1 min auf der Schiittelmaschine bei 600 U/min. 2 h bzw. 24 h nach 
der Kontamination wurden die Donatoren auf Blut-Muller-Hinton-Agaiplatten ausgestrichen. 
Nach 24 h Bebriitung der Agarplatten bei 37 °C wurden die Kolonien ausgezahlt 

10 Ergebnisse: 



Tabelle 12 Keimzahlen auf MauseschwSnzen (Akzeptoren) in Abhangigkeit von der 
Vorbehandlung nach Kontakt mit MRSA kolonisierten Mauseschwanzen (Donatoren). 



Donator 






Keimzahl des Akzeptors 


McFarland-. 
Standard 


Konta- 
mination 
(min) 


Hautkontakt 
(min) 


Vorbehand- 
lung des 
Akzeptors 


2h 


24 h 


0,5 


5 


0,5 
1 


ohne 


>10000 
> 10000 


>10000 
> 10000 






0,5 




143 


2 


0,5 


5 


1 


2 d 
Zubereitung 
nach Beispiel 
15 


80 


36 


0,5 


3 


0,5 


ohne 


>10000 


>10000 








2 d 
Zubereitung 
nach Beispiel 
15 




6 


0.3 


1 


1 


ohne 




> 10000 








2 d 
Zubereitung 
nach Beispiel 
15 




2 
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[0094] Beim Ausstreichen der Akzeptoren unmittelbar nach dem Hautkontakt sind die Flatten 
voUstandig bewachsen (Keimzahl > 10 000). Das gilt gleicherweise fur vorbehandelte wie fiir 
Kontrollen ohne Vorbehandlung. Das bedeutet, das eine massive Ubertragung der MRSA in 



# # 

diesem Modell gut simuliert werden kann. Bei Versuchs- und Kontrollgruppe wird die gleiche 
Keimzahl ubertragen. 

[0095] 2 h bzw.24 h sind dagegen nur noch geringen Keimzahlen bei den vorbehandelten 
Akzeptoren nachzuweisen, wahrend die Keimzahlen bei den unbehandelten KontroUen 
5 unverandert hoch sind. (Tab. 12). Auch mit diesem Versuchsmodell kann also die 
Unterbrechung der Infektionswege durch eine Vorbehandlung mit den erfindungsgemSfien 
Formulierungen nachgewiesen werden. 

Beispiel 18: TeilchengrSfienbestimmung der Mikro-und Nanopartikeln. hereestellt nach 
10 Beispiel 3 

Methodik 

[0096] Die Teilchengr5Be durch Photonenkorrelationsspektroskopie wurde mit Hilfe eines 
Malvemzizer ni(Malvem, UK) bestimmt. 

15 

Beispiel 19: Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln mit DNA aus Biomasse von 
Cvanobakterien der Ordnung Chrooccocales. 



Tabelle 13: Rezepturbeispiele Einarbeitung der DNA in Algenbiomasse 



Stoff 


Rezeptur 1 


Rezeptur 2 


Rezeptur 3 


Wirkstoff 

(Heringsspermien - 
DNA) 




10 


15% 


Algenbiomassegrundlage 
der Ordnung 
Chrooccocales 


5,00 g Cyanobakterien 


Emulgator 


0,60 g Plantacare® 


1,25 g Pluronic®F- 
68 


0,60 g Miranol 
Ultra 32 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 g 


Homogenisationszyklen 


4 


3 


3 



[0097] Bei der Inkoiporation der DNA (Sigma-Aldrich, Deisenhofen(Deutschland)) in 
Algenbiomasse-Partikeln werden die Herstellungsparameter leicht variiert, um einer 
ZerstSrung der DNS entgegenzuwirken: 

- Vorhomogenisation mit dem Ultra-Turrax: 30 sec 
25 - Homogenisationstemperatur: 55®C 

- Homogenisationsdruck: 500 bar 



# # 

- Zahl der Homogenisationszyklen: 2 

[0098] Dabei wird die DNA einmal in getrockneter Form nach Lyophilisation in der 
Algenbiomasse dispergiert und homogenisiert. Zum anderen wird die in Wasser geloste DNS 
5 einfach zur wassrigen Emulgatorlosung hinzugegeben und mit dieser zusammen in der 
erwarmten Algenbiomasse verteilt, woran sich dann ebenfalls die Homogenisation anschlieBt. 



Beispiel 2 0 Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln mit Trimacinolon aus Biomasse von 
Cvanobakterien der Ordnung Chrooccocales 

10 



Tabelle 14: (Losungsmittel-Emulsionsverfahren) 



Wasser 


45,00 g gereinigtes, filtriertes Wasser 


organisches Losungsmittel 


7,50 g Dichlormethan 


Algenbiomasse (Spirulina) 


1,12 g Cyanobakterien (15 % bezogen auf Dichlormethan) 


Triamcinolon 


0,12 g Triamcinolon 


lipophiler Emulgator 


0,38 g Epikuron® 170 (5 % bezogen auf Dichlormethan) 


Cotensid 


0,1 1 g Pluronic® F-68 (1,5 % bezogen auf Dichlormethan) 



[0099] Die Herstellung der Trimacinolon-Cyanobakterien-Mikropartikeln basiert auf der 
Bereitung einer Emulsion aus Wasser und einer Losung der Cyanobakterien mit dem 
15 Wirkstoff Triamcinolon in dem LQsungsmittel Dichlormethan. Nach einem 
Homogenisationsschritt wird das organische Losungsmittel (Dichlormethan) durch 
Verdampfen entfemt, wobei die Algenbiomasse in Form von festen Nanopartikeln ausfallt. 
Die Stabilisierung der Emulsion bzw. Dispersion erfolgt durch ein geeignetes Tensidgemisch 
(Pluronic® F-68). 

20 [0100] Als Gerate werden ein Ultra- Turrax T25 der Firma Janke & Kunkel GmbH & Co KG 
(Staufen/ Deutschland), sowie ein Kolben-Spalt-Homogenisator Micron Lab 40 der Firma 
APV Gaulin (Lubeck Deutschland) mit 7 Zyklen und bei 800 bar eingesetzt Zusatzlich wird 
ein Rotationsverdampfer Rotavapor R114 mit einem angeschlossenen Vakuumsystem B178 
der Finna Biichi (Flawil/ Schweiz) bei einem Druck von 0,7 bar 60 min lang verwendet. 

25 

Beispiel 21 : Herstellung von Ubichinon Ql - Algenbiomasse ~ Partikeln 



Tabelle 15: Rezeptur der Ubichinon - Algenbiomasse - Partikel 



Stoff 



Menge in g 



Wirkstoff fUbichinon OH 


0 05 


Algenbiomasse 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0101] Die Algenbiomasse wird auf eine Temperatur von 50^C erwarmt imd anschlieBend der 
verwendete Wirkstoff Ubichinon Ql darin dispergiert bzw. gelost. Davon getrennt wird eine 
wassrige EmulgatorlQsung auf die entsprechende Temperatur (SO'^C) erwSnnt. Danach 
werden beide Phasen bei der gewunschten Homogenisierungstemperatur vereint. 
Anschliefiend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke und Kunkel 
GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 
Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet Die Suspension wird 
danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, 
Lubeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C vier mal 
homogenisiert. 



Beispiel 22 : Tabelle 16: Rezepturbeispiele Einarbeitung von DNA in Algenbiomasse 



Stoff 


Rezeptur 1 


Rezeptur 2 


Rezeptur 3 


Wirkstoff (DNA) 


5 %_ 


10 %_ 


15% 


Algenbiomassegrundlage 


5,00 g Cyanobakterien 


Emulgator 


0,60 g Plantacare® 


1,25 g Pluronic®F- 
68 


0,60 g Miranol 
Ultra 32 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 g 


Homogenisationszyklen 


4 


3 


3 



[0102] Bei der Inkorporation der DNS in Algenbiomasse-Partikeln werden die 
Herstellungsparameter leicht variiert, um einer Zerstorung der DNS entgegenzuwirken: 

- Vorhomogenisation mit dem Ultra-Turrax: 30 sec 

- Homogenisationstemperatur: 55°C 

- Homogenisationsdruck: 500 bar 

- Zahl der Homogenisationszyklen: 2 

[0103] Dabei wird die DNS einmal in getrockneter Form nach Lyophilisation in der 
Algenbiomasse dispergiert und homogenisiert. Zum anderen wird die in Wasser geloste DNS 




einfach zur wassrigen Emulgatorlosung hinzugegeben und mit dieser zusammen in der 
erwarmten Algenbiomasse verteilt, woran sich dann ebenfalls die Homogenisation anschlieflt. 

Beispiel 23 : Herstellung von Trimacinolon-Algebiomasse-Mikropartikeln 



5 Tabelle 17: (Losungsraittel-Emulsionsverfahren) 



Wasser 


45,00 g gereinigtes, filtriertes Wasser 


organisches Ldsungsmittel 


7,50 g Dichloimethan 


Algenbiomasse 


1,12 g Cyanobakterien (15 % bezogen auf Dichloimethan) 


Triamcinolon 


0,12 g Triamcinolon 


lipophiler Emulgator 


0,38 g Epikuron® 170 (5 % bezogen auf Dichlormethan) 


Cotensid 


0,1 1 g Pluronic® F-68 (1,5 % bezogen auf Dichlormethan) 



[01041 Die Herstellung der Trimacinolon-Cyanobakterien-Mikropartikeln basiert auf der 
Bereitung einer Emulsion aus Wasser und einer Losimg der Cyanobakterien mit dem 
Wirkstoff Triamcinolon in dem Losungsmittel Dichlormethan. Nach einem 
10 Homogenisationsschritt wird das organische LSsungsmittel (Dichlormethan) durch 
Verdampfen entfemt, wobei die Algenbiomasse in Form von festen Nanopartikeln ausfallt. 
Die Stabilisierung der Emulsion bzw. Dispersion erfolgt durch ein geeignetes Tensidgemisch 
(Pluronic® F-68). 

[0105] Als Gerate werden ein Ultra- Turrax T25 der Firma Janke & Kunkel GmbH & Co KG 
15 (Staufen/ Deutschland), sowie ein Kolben-Spalt-Homogenisator Micron Lab 40 der Firma 
APV Gaulin (Lxibeck Deutschland) mit 7 Zyklen und bei 800 bar eingesetzt. Zusatzlich wird 
ein Rotationsverdampfer Rotavapor R114 mit einem angeschlossenen Vakuumsystem B178 
der Finna Btichi (Flawil/ Schweiz) bei einem Druck von 0,7 bar 60 min lang verwendet. 

20 Beispiel 24 : Einfluss von Mikro- und Nanopartikeln mit Aggregaten aus lipidhaltigen 
marinen Oreanismen und Tonmineralien auf das Wachstum von Amnion-Epithelzellen. 

[0106] Cyanophycea wurden bis zu 2 Monaten mit Zusatzen von Bentonit, FriedlSnder Ton 
und Kaolin kultiviert. Bereits nach kurzer Inkubationszeit bilden sich Aggregate, wShrend bei 

25 den KontroUen ohne mineralische Zusatze diese erst nach 2 Monaten und in geringerem 
Umfang gebildet werden. Das Mineral mit der hochsten Absorptionsfihigkeit (Bentonit) zeigt 
eine geringere Tendenz zur Bildung der Aggregate als Kaolin mit einer geringen 
AbsorptionsfShigkeit. Durch die Wahl der mineralischen Komponenten kann die 
Aggregatbildung und die Absorptionsfdhigkeit der gebildeten Aggregate gesteuert werden. 

30 Die Aggregate wurden anschlieBend mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke und 



30 



Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 
Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet 
[0107] Bei einer Einwirkung auf FL-Zellen verstarken insbesondere Aggregate mit Bentonit 
das Zellwachstum signifikant (p = <0,001). Die Beeinflussung ist deutlich starker als die 
Wachstumsfbrderung durch Friedlander Ton (p = 0,024). Der Einfluss von Kaolin ist dagegen 
nicht signifikant (p =0,2786). 



Beispiel 25 : Ermittlung der antibakteriellen Wirksamkeit im Apardiffiisionshemmtest. 
Tabelle 18: 



Erreger 


Trihydroxy- 
benzaldehyd 


Trihydroxy-benzaldehyd 
3 %ig in dickfltissigen 
Paraffin 


Trihydroxy-benzaldehyd 
10 %ig in dickflussigen 
Paraffin 


Norddeutscher 
Stamm 




12 mm 


14 mm 



Beispiel 26: Dekontamination von mit MRSA besiedelter Haut im Mauseschwanzchentest 



Tabelle 19: Keimzahlen auf Mauseschwanzen (Akzeptoren) in Abhangigkeit von der 
Vorbehandlung nach Kontakt mit MRSA kolonisierten Mauseschwanzen (Donatoren). 



Donator 






Keimzahl des Akzeptors 


McFarland-. 
Standard 


Konta- 

mination 

(min) 


Hautkontakt 
(min) 


Vorbehand- 
lung des 
Akzeptors 


2h 


24 h 


0,5 


5 


0,5 
1 


ohne 


>10000 
> 10000 


>10000 
> 10000 


0,5 




0,5 




143 


2 


5 


1 


2 d Gemisch 


80 


36 


0,5 


3 


0,5 


ohne 


>10000 


>10000 








2 d Gemisch 




6 


0,3 


1 


1 


ohne 




> 10000 












2 



Beispiel 27 : Verhinderung der Ubertraeung von MRSA bei Hautkontakten 



Methodik: 
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[0108] Fiir die Versuche wurden Schwanze von Mausen aus keimfreier Haltung verwendet, 

Um jede Fremdkontamination auszuschlieUen, wurde sie vor Versuchsbegiim fur 5 min in 70 

%igen Alkohol eingelegt und danach unter der Laminarbox getrocknet. 

[0109] Die Donatormauseschwanze wurden durch Einlegen (30 s bis 4 min) in eine verdQnnte 

MRSA-Kultur (Norddeutscher Stamm, MF-Standard 0,5 bzw. 0,3) kontaminiert und danach 

24 h bei 37 °C bebriitet. Bei Abstrichen von diesen Donatoren wurden Keimzahlen > 100.000 

nachgewiesen. 

[0110] In die AkzeptorschwSnze wurden die Versuchssubstanzen zweimal taglich 
einmassiert. 

[0111] Die Kontamination der Akzeptoren erfolgte durch Hautkontakt mit den Donatoren fiir 
30 s bis 1 min auf der SchQttelmaschme bei 600 U/min. 2 h bzw. 24 h nach der 
Kontamination wurden die Donatoren auf Blut-MuUer-Hinton-Agarplatten ausgestrichen. 
Nach 24 h Bebrutung der Agarplatten bei 37 ""C wurden die Kolonien ausgezahlt. 
Ergebnisse: 

[0112] Beim Ausstreichen der Akzeptoren unmittelbar nach dem Hautkontakt sind die Flatten 
voUstandig bewachsen (Keimzahl > 10 000). Das gilt gleicherweise fur vorbehandelte wie ftir 
KontroUen ohne Vorbehandlung, d.h., die Akzeptoren kontaminiert. 2 h bzw.24 h sind 
dagegen nur noch geringen Keimzahlen bei den vorbehandelten Akzeptoren nachzuweisen, 
wahrend die Keimzahlen bei den unbehandelten KontroUen unverandert hoch sind. 

Legende zu den Figuren 

Figurl: Wirkung von Mikro- und Nanopartikehi aus der marinen Biomassen B30 

(hergestellt nach Beispiel 1 und 2) im Vergleich zur synergistischen Kombination 

von B30 mit Vitamin C. 
Figur2: Nachweis der Unterbrechung von Infektketten, simuliert im Donator-Akzeptor- 

Modell, durch die erfindungsgemaBe Zubereitung nach Beispiel 1 und 2 
Figur 3 Testung von Mikro- und Nanopartikeln „Biomasse B30A^itamin C" hergestellt 

durch die erfindungsgemaBe Zubereitung nach Beispiel 1, 2, 6 am 

Hangebauchschwein 
Figur 4: Wirkung von Mikro- und Nanopartikeln hergestellt nach Beispiel 6 
Figur 5 : Nachweis der Unterbrechung von Infektketten, simuliert im Donator-Akzeptor- 

Modell, durch die erfindungsgemaBe Zubereitung nach Beispiel 6 
Figur 6: TeilchengrSBenverteilung Mikro- und Nanopartikeln, hergesteUt nach Beispiel 3 
Figur 7: Einfluss von Aggregaten von Griinalgen mit Phyllosilikaten auf das Wachstum von 

Amnion-Epithelzellen. 




Patentanspruche 

1. Pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame Mittel, erhalten durch Umwandlung von 
Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Mikro- und Nanopartikel. 

5 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen mittleren Durchmesser 
von 10 nm -10 ^im besitzen. 

3. Mittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich ein oder 
1 0 mehrere pharmazeutische oder kosmetische Wirkstoffe enthalten. 

4. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich ein 
oder mehrere Mineralstoffe und/oder Radikalfanger und/oder Nahrungserganzungsstoffe 
xmd/oder Vitamine, insbesondere Vitamin C enthalten. 

15 

5. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich ein 
oder mehrere Tonmineralien (Phyllosilikaten), insbesondere Bentonit mit einem Durchmesser 
< 2 Jim enthalten. 

20 6. Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass sie als Wirkstoffe 

a) Xanthon oder deren Derivate und/oder 

b) Ubichinone der Kettenlange n= 1 bis n = 15 und/oder 

c) anorganische Thiocyanate und/oder 

d) Hydrothiocyanate organischer Basen und/oder 

e) Trihydroxybenzaldehyd oder dessen Derivate 

f) DNA 
enthalten. 

7. Mittel nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie Norlichhexanthon 
25 enthalten. 

8. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich ein 
oder mehrere einen oder mehrere dispersionsstabilisierende Substanzen enthalten. 
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9. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass als lipidhaltige 
marine Organismen 

a) Cyanobakterien der Klasse Oscillatoriales insbesondere die Stamme SPH 03, SPH 
04, SPH 05, SPH 06, SPH 09, SPH 10, SPH 11, SPH 12, SPH 13, SPH 14, SPH 20, 
SPH 21, SPH 22, SPH 23, SPH 25, SPH 26, SPH 29, SPH 32, SPH 34, SPH 37 
und/oder 

b) der Klasse Nostocales, insbesondere die Stamme SPH 18,SPH 20, SPH 27, SPH 28, 
SPH 38 und/oder 

c) der Klasse Chroococcales, insbesondere die Stamme SPH 07a, SPH 07b, SPH 08, 
SPH 14, SPH 16, SPH 17, SPH 24, SPH 33, SPH 36, SPH 39, SPH 40, SPH 43 

und/oder 

d) Klasse Stigonematales und/oder 

e) Makroalgen der Gattungen Asparagopsis, Cystoseira, Codium, Dictyota, 
Dictyopteris, Enteromorpha, Fucus, Gelidium, Gracilaria, Gracilariopsis, Halopteris, 
Hypoglossum, Laurencia, Plocamium, Polyneura, Sargassum, Solieria, Ulva und/oder 

f) Thraustoch3^den der Gattungen Schizochytrium und Thraustochytrium und/oder 

g) marine Bakterien der Gattungen Photobacterium, Shewanella und Colwellia 
eingesetzt werden. 

10. Mittel nach einem der Anspniche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass als lipidhaltige 
marine Organismen kultivierte lipidhaltige marine Organismen, insbesondere in Gegenwart 
von Tonmineralien kultivierte lipidhaltige marine Organismen eingesetzt werden. 

11. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutisch oder kosmetisch wirksamen Mitteln 
gemaB den Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass Biomassen lipidhaltiger 
mariner Organismen durch Homogenisierung oder Emulsionsbildung in Mikro- und 
Nanopartikel mit einem Durchmesser von 10 nm -10 \im umgewandelt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

Erwarmen der marinen Mikroorganismen bis zur Verflussigung der darin enthaltenen 
Fettsauren 

ggf. Zusetzen eines oder mehrerer Wirkstoffe oder Zusatze 

Versetzen der Biomasse oder der beladenen Biomasse mit einem auf oberhalb der 
Schmelztemperatur der Fettsauren erwarmten Tensid-Wasser-Gemisch und 



• 34 • 



Vereinigung der beiden Phasen 
Herstellen einer Vorsuspension 

Hochdruckhomogenisiemng in einem oder mehreren Homogenisationszyklen 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Erwarmen der 
Mikroorganismen und des Tensid-Wasser-Gemischs entfallt und die Wirkstoffe bei 
Raumtemperatur an den lipidhaltigen marinen Mikroorganismen adsorbiert oder bei Zusatz 

5 einer geringen Wassermenge dispergiert werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 11, gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

Suspendieren der marinen Mikroorganismen und ggf. der Zusatze in einem 
organischen L5sungsmittel und Vordispergieren dieses Gemischs 
Hochdruckhomogenisierung und anschlieBende Spruh- oder Gefriertrocknung 
Redispergierung in einer wSssrigen Tensidl6sung 

emeute Dispergierung und Hochdruckhomogenisierung in einem oder mehreren 
Homogenisationszyklen 

10 15. Verfahren nach Anspruch 11, gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

Emulsionsbildung aus Wasser und Biomasse sowie ggf. mit den ZusStzen 
Losen der Emulsion in einem geeigneten organischen LSsungsmittel 
Hinzufugen eines wasserlSslichen Co-Tensids und Vordispergierung 
Hochdruckhomogenisierung mid Entfemung des Losungsmittels 

16. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen als Wirkstofftrager. 

15 17. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Form von Mikro- und 
Nanopartikeln gemafi den Anspruchen 1 bis 10 als pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame 
Mittel. 

18. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Form von Mikro- und 
20 Nanopartikeln gemaB den Anspruchen 1 bis 10 als Nahrungsmittelzusatze. 

19. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Form von Mikro- und 
Nanopartikeln gemaB den Anspriichen 1 bis 10 zur Herstellung von Kosmetika oder 
Arzneimitteln oder Nahrungsmitteln. 
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20. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 in Kombination mit anderen Kosmetika oder 
Arzneimitteln. 

21. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 zum Gentransfer. 

22. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Form von Mikro- und 
Nanopartikeln nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10 zur Verhinderung der Bindung 
von nosokomial bedeutsamen Anflugkeimen an Rezeptoren auf der Haut oder Geweben 
und/oder ihres Wachstums auf der Haut oder Geweben. 

23. Verwendung nach Anspruch 22 zur Verbesserung der naturlichen Barrierefunktion der 
Haut und/oder zur Veranderungen des Hautmilieus. 

24. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Form von Mikro- imd 
Nanopartikeln nach mindestens einem der Anspruchen 1 bis 10 zur Prophylaxe nosokomialer 
Infektionen. 

25. Verwendung nach Anspruch 22 bis 24 zur Hemmung von multiresistenten 
Staphylococcus aureus- Stammen, insbesondere methicillinresistenten StSnmien von S. aureus 
(MRSA), 

26. Verwendung nach Anspruch 22 bis 24 zur Sanierung von mit MRSA kontaminierter 
Haut. 

27. Verwendung nach Anspruch 22 bis 24 zur Pflege der Haut nach einer Dekolonisation mit 
bakteriziden Mitteln. 

28. Verwendung nach Anspruch 22 bis 25 in Kombination mit Xanthonderivaten der Formel 




, wobei R1-R8 die in Tabelle 1 aufgefuhrten Substituenten sein konnen. 



# 36 • 

It »■ ■( 

29. Verwendung nach Anspruch 22 bis 25 in Kombination mit Vitaminen, insbesondere mit 
Vitamin C. 

30. Verwendung nach Anspruch 16 bis 19 als Antibiotikatrager. 

5 

31. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 zur dosierten Freisetzung antimikrobieller 
Wirkstoffe und gleichzeitiger Immunstimulation. 

32. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 in Slow-release-Systemen zur Pravention 
1 0 Implantat-assoziierter Infektionen. 

33. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 zur Stimulation von Leukozyten oder zur 
Aktivierung des retikoloendothelialen Systems. 

15 34. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 zur ImprSgnierung von textilen und/oder auf 
Zellulosebasis hergestellten Materialien oder als Abdeckmaterialien zur Wundversorgung. 

35. Verwendxmg nach Anspruch 17 bis 19 in Form von Olen, Sprays und/Salben. 

20 36. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 zur Beschleunigung des Zellwachstums. 

37. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 zur gezielten Substituierung von 
Mangelzustanden. 



Zusammenfassung: 

Die Erfmdung betrifft pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame Mittel, die durch 
Umwandlung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Mikro- und Nanopartikel 
gewonnen wurden und vorzugsweise einen mittleren Durchmesser von 10 nm -10 jim 
besitzen. MSgliche Anwendungsgebiete sind die Medizin, die Herstellung von Kosmetika 
Oder die Nahrungsmittelherstellung, insbesondere Prophylaxe nosokomialer Infektionen, 
BescMeunigung des Zellwachstums und Hemmung von Staphylokokken 
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